Sequential injection analysis (SIA): twenty years in a Brazilian perspective by SANTOS, Allan Cezar Vieira dos & MASINI, Jorge Cesar
Quim. Nova, Vol. 33, No. 9, 1949-1956, 2010
R
ev
is
ão
*e-mail: jcmasini@iq.usp.br
A ANÁLISE POR INJEÇÃO SEQUENCIAL (SIA): VINTE ANOS EM UMA PERSPECTIVA BRASILEIRA
Allan Cezar Vieira dos Santos e Jorge Cesar Masini *
Instituto de Química, Universidade de São Paulo, CP 26077, 05513-970 São Paulo - SP, Brasil
Recebido em 19/3/10; aceito em 07/6/10; publicado na web em 17/9/10
SEQUENTIAL INJECTION ANALYSIS (SIA): TWENTY YEARS IN A BRAZILIAN PERSPECTIVE. The year of 2010 marks 
the 20th anniversary of the development of Sequential Injection Analysis (SIA) by Ruzicka and Marshall. Considered the second 
generation of the flow injection methods, this article briefly describes the history, the basic principles of the technique and reviews 
all papers developed by Brazilian scientists aiming the divulgation of this automation technique in Analytical Chemistry.
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INTRODUÇÃO
A busca por métodos analíticos com alta frequência de amos-
tragem, baixo consumo de amostra e reagentes e um mínimo de 
interferência humana teve seu primeiro passo somente na metade do 
século passado, com a introdução dos métodos em fluxo, especial-
mente após o trabalho de Skeggs.1 Neste trabalho surgia a Análise em 
Fluxo Contínuo Segmentado (SCFA) com uma proposta inovadora: a 
análise química, normalmente empregada por via úmida, poderia ser 
realizada em um fluxo contínuo de amostra e reagentes, ao invés de 
discretamente (em batelada). Quase 20 anos depois, assessorando a 
instalação do Laboratório de Química Analítica do Centro de Energia 
Nuclear na Agricultura da Universidade de São Paulo (CENA-USP), 
o Dr. Jaromir Ruzicka trabalhou por um ano com pesquisadores 
brasileiros, a saber, Henrique Bergamin Filho, Elias Ayres Guidetti 
Zagatto, Francisco José Krug e Boaventura Freire dos Reis. Os resul-
tados aqui obtidos foram cruciais para a criação de um novo método, 
a Análise por Injeção em Fluxo (FIA), os quais foram posteriormente 
complementados e publicados por Ruzicka2 pouco depois de seu 
retorno à Europa. A coautoria dos pesquisadores brasileiros só foi 
apontada mais tarde.3,4
A análise por injeção em fluxo tem como conceito básico a 
introdução da amostra em um fluido transportador (que pode ser 
uma solução reagente), cuja função é deslocar a zona de amostra 
introduzida ao longo de todo o sistema até o detector. Os primeiros 
sistemas FIA empregavam uma seringa para a introdução de amostra, 
daí derivando-se o termo “injeção” no nome.4 Dentro deste sistema, 
a amostra pode misturar-se aos reagentes e/ou passar por etapas de 
tratamento, tais como diálise ou pré-concentração do analito em 
suportes sólidos. Do ponto de vista evolutivo, três novos conceitos 
surgiram: 1 – a amostra deixava de ser continuamente aspirada para o 
sistema em fluxo (característica do SCFA), levando assim a um menor 
consumo da mesma; 2 – as bolhas de ar empregadas em SCFA para 
impedir a intercontaminação entre amostras foram dispensadas (desde 
que os volumes de reagentes, vazões e dimensões fossem devidamente 
otimizados). A remoção de bolhas permitiu não só um aumento na 
frequência de amostragem (pois as mesmas não necessitavam mais 
ser removidas antes da chegada da zona de reação ao detector), como 
também a exploração dos gradientes de concentração da zona de rea-
ção; 3 – passou-se a explorar a quantificação do analito antes mesmo 
que a reação entre amostra e reagente tivesse atingido o equilíbrio 
químico. A consequência imediata foi o aumento da frequência de 
amostragem (número de determinações que um sistema operando 
continuamente pode realizar por unidade de tempo) e a possibilidade 
da exploração de aspectos cinéticos.
Em 1990, os sistemas FIA já se encontravam popularizados e 
largamente empregados em Química Analítica. Segundo Lenehan 
et al.,5 havia, porém, dois obstáculos para o emprego de FIA em 
monitoramento de processos: o primeiro estava relacionado com a 
necessidade de se reconfigurar todo o aparato para novas análises 
e, o segundo, com o custo relativamente alto de manutenção das 
bombas peristálticas. Particularmente discordamos do segundo fator, 
pois o custo operacional de uma bomba peristáltica é muito baixo, e 
essa premissa foi uma das principais para que a mesma se tornasse 
tão popular em sistemas FIA. Do ponto de vista de manutenção, é a 
simplicidade do sistema SIA, dotado de uma linha principal, que o 
torna economicamente atraente: sistemas com quatro ou mais linhas 
de transmissão (comuns em FIA) requerem atenção continuada do 
analista para a detecção de eventuais vazamentos ou variação de 
vazões operacionais. Buscando então por uma ferramenta projetada 
para o monitoramento de processos, Ruzicka e Marshall,6 a partir de 
pesquisas no Centro de Química Analítica de Processos da Univer-
sidade de Washington, publicaram o trabalho original sobre a análise 
por injeção sequencial (SIA) que posteriormente foi considerada a 
segunda geração dos métodos em fluxo. O emprego do termo “gera-
ções” deve ser associado apenas com a cronologia na qual as variações 
para os sistemas de injeção surgiram, cuidando-se assim em evitar 
a ideia errônea de que o SIA, por se tratar de um equipamento de 2ª 
geração, seja instrumentalmente “superior” ao FIA. As técnicas são 
complementares e não excludentes entre si. Um comparativo entre 
ambas está disponível na Tabela 1.
Características e operação
A Figura 1 demonstra as partes principais de um sistema SIA 
comum. Tal qual um sistema FIA, baseia-se nos mesmos princípios: 
injeção precisa de amostra, dispersão controlada e tempos de reação 
com alta repetibilidade. 
O coração do sistema é dado por uma válvula seletora rotatória 
(multiportas) cuja finalidade é permitir a comunicação entre cada uma 
das portas (indicadas com a numeração 1-8) através da porta central; esta 
porta, por sua vez, está conectada a uma bobina coletora. O objetivo desta 
bobina é agrupar as zonas (também chamadas de plugues) de amostra e 
reagentes que são aspiradas através das diferentes portas, sem que estas 
zonas atinjam o sistema de propulsão. Cada uma das portas pode estar 
associada a reservatórios de reagentes/resíduos, bobinas auxiliares, câ-
dos Santos e Masini1950 Quim. Nova
maras de mistura, detectores ou outros sistemas complementares. Uma 
seringa acoplada a uma bomba de pistão é o sistema de propulsão mais 
comumente empregado: através de uma válvula seletora, pode-se aspirar 
o fluido ou solução transportadora (posição de entrada, conforme mostra-
do na Figura 1) e, posteriormente, com a válvula seletora alternada para 
a posição de saída, realizar toda a movimentação bidirecional de fluidos 
necessária para o registro do sinal analítico. É importante ressaltar que 
há a parada automática da bomba quando a válvula rotatória / seletora 
se encontra em operação, evitando-se assim a pressurização do sistema. 
Para a realização de uma análise, volumes pré-determinados de rea-
gentes e amostra são aspirados sequencialmente para o interior da bobina 
coletora. Revertendo-se a direção do fluxo, as zonas são transportadas 
em direção ao detector através de uma bobina de reação, cuja função é 
garantir um percurso analítico mínimo para a sobreposição das zonas por 
efeitos de dispersão causados por difusão axial e radial, assim como da 
convecção. Um estudo sobre estes processos de dispersão e difusão foi 
detalhado por Gübeli et al.7 Toda a operação é controlada por um computa-
dor que disponha de programa específico para o SIA. As partes do sistema 
(indicadas pela linha tracejada na Figura 1) tornam-se então gerenciáveis 
pelo operador, exclusivamente através da interface computadorizada.
Para a otimização de um método em SIA devem ser considerados 
parâmetros físicos do reator, tais como diâmetro, comprimento e 
geometria do mesmo. Além disso, condições como grau de so-
breposição das zonas de reagente e amostra, tempo de reação e 
concentração de reagentes também influenciam o resultado final. 
8
 Não há em sistemas SIA o processo de mistura de reagentes por 
confluência; para métodos em que seja necessária a mistura de três 
ou mais zonas de reagentes, normalmente se empregam câmaras de 
mistura. Em alguns casos, devido às exigências do próprio trabalho, 
deve-se restringir a dispersão entre as zonas de reagentes e o fluido 
transportador; nestes casos, a introdução de duas bolhas de ar, uma 
imediatamente antes e outra logo após as zonas de reagentes pode 
ser empregada, explorando-se assim o conceito de análise em fluxo 
monossegmentado (MSFA).9
As variações do SIA: injeção de esferas (BI), laboratório em uma 
válvula (LOV) e a cromatografia por injeção sequencial (SIC)
O sistema de injeção de esferas (Bead Injection – BI) surgiu em 
1999. Proposto por Ruzicka e Scampavia,10 o conceito baseia-se no 
uso de suspensões de materiais funcionais, tais como resinas de troca 
iônica, que são direcionados a uma linha específica do SIA. Em sua 
forma mais simples, esta linha possui um dispositivo, normalmente 
uma tela com abertura inferior ao diâmetro médio das partículas 
em suspensão, cuja finalidade é permitir o empacotamento das par-
tículas à medida que a solução atravessa a mesma. Uma descrição 
detalhada sobre os diferentes dispositivos de empacotamento pode 
ser obtida no trabalho de Chandler e Brockman.11 Assim, obtêm-se 
minicolunas empacotadas in situ, que podem ser empregadas como 
reagentes sólidos e posteriormente dispostas após cada ensaio, per-
mitindo a renovação das superfícies reativas. A princípio, desde que 
não direcionadas para um sistema destrutivo de análise (tal como 
absorção atômica), é possível tratar e recuperar as esferas. O SIA 
é capaz de gerar estas colunas de forma repetitiva e reprodutiva 
desde que parâmetros, tais como a concentração da suspensão, o 
tamanho/comprimento da coluna a ser formada, volume de suspen-
são e vazão de transferência, sejam cuidadosamente avaliados. A 
escolha do material sólido deve restringir-se a materiais “macios”, 
impedindo assim que haja um desgaste rápido da válvula rotatória 
decorrente das constantes trocas de portas que a mesma executa 
durante o procedimento.
Pouco tempo depois, em 2000, surge o conceito de “Laboratório 
em uma válvula” (Lab-On-Valve, LOV). Proposto por Ruzicka,12 
trata-se da miniaturização da linha do sistema em fluxo que envolve 
o processamento de amostra em uma única placa (chip) acoplada na 
da válvula rotatória do SIA, onde operações como diluição, mistura 
de reagentes, incubação e detecção podem ser realizadas. A dimi-
nuição para apenas alguns microlitros do consumo de reagentes e 
amostras torna-a uma técnica atraente para experimentos envolvendo 
reagentes biológicos (enzimas ou imunoensaios), onde o custo ou a 
disponibilidade dos mesmos são restrições frequentes aos trabalhos 
dos pesquisadores nesta área. 
A variante mais recente é a cromatografia por injeção sequencial 
(Sequential Injection Chromatography – SIC), proposta em 2003 
por Huclová et al.;13 utilizando uma coluna monolítica de sílica 
porosa como fase estacionária acoplada a uma das portas do SIA, 
foi possível realizar a separação de ácido salicílico e metil-salicilato 
em preparações farmacêuticas em modo isocrático. Apesar de fases 
sólidas estacionárias terem sido empregadas anteriormente para a 
pré-concentração de analito ou para a eliminação de interferentes 
(via BI, por exemplo), somente neste artigo houve o interesse em se 
separar as espécies presentes em uma mistura, quantificando-as tal 
qual o processo cromatográfico propriamente dito.
Figura 1. Esquema típico de um sistema SIA
Tabela 1. Comparativo entre características básicas de SIA e FIA
Característica SIA FIA
Complexidade do sistema Menor Maior
Conhecimento mínimo em 
programação
Necessário Opcional
Consumo de reagentes Menor Maior
Controle computadorizado Presente Opcional
Custo de aquisição Maior Menor
Adição de reagente por confluência Ausente Presente
Flexibilidade para a escolha de 
volumes de amostra e reagentes
Menor Maior
Frequência de amostragem  
(valores típicos)
< 60 análises h-1 > 100 análises h-1
Linha de transmissão  
(injeção → detecção)
Única Variável
Possibilidade de automação Alta Alta
Tempo de operação sem 
necessidade de ajuste de parâmetros 
como vazão (“robustez”)
Maior Menor
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A ANÁLISE POR INJEÇÃO SEQUENCIAL NO BRASIL
Conforme levantamento realizado na Web of Science (WoS) em 
27/02/2010, foram observados 1276 artigos que se enquadravam 
nos critérios Topic=(“sequential injection”) OR Topic=(“bead 
injection”) OR Topic=(“lab on valve”), considerando-se todos os 
artigos publicados no período 1990-2010 e pertencentes à base de 
dados Sci-expanded. 
O Brasil ocupa a quinta posição em número de publicações sobre 
o SIA, com um total de 97 publicações. Este número foi obtido a partir 
da restrição da pesquisa acima para Countries/Territories=(Brazil). 
Os maiores núcleos de pesquisa encontram-se na Universidade de 
São Paulo (Campus SP e CENA – Centro de Energia Nuclear na 
Agricultura), Universidade Federal de São Carlos, Universidade Es-
tadual de Campinas e Universidade Federal da Bahia. Ainda com os 
dados obtidos nesta última restrição, a Figura 2 estabelece os países 
que mais desenvolveram pesquisas neste método em fluxo. 
Com o surgimento do SIA em 1990, registra-se em 1995 a primei-
ra publicação envolvendo brasileiros,14 mas apenas em 1997 surge o 
trabalho no qual uma instituição brasileira passa a fazer parte do grupo 
de trabalho.15 Através da análise dos 97 resultados, desenvolvemos a 
Tabela 2 contemplando 65 artigos8,14-77 que se enquadram no escopo 
desta revisão. É notório o trabalho conjunto entre brasileiros e o grupo 
de pesquisas da Universidade do Porto: os primeiros cinco trabalhos 
desenvolvidos no Brasil15-19 foram frutos dos esforços da equipe do 
CENA e do CEQUP. Desde então, as publicações envolvendo brasi-
leiros têm apresentado uma frequência de aproximadamente cinco 
publicações por ano.
Outra característica marcante trata dos tipos de matrizes conside-
radas: em sua maioria estão relacionadas ao segmento agrícola, princi-
palmente alimentos (industrialmente processados ou não) e defensivos 
agrícolas em amostras ambientais. Análises em vinho,15,18,19,28,42,60 
leite e sucos19,22,25,30,42,68,74 são temas recorrentes: controlar o nível 
de determinadas substâncias é uma forma de garantir a qualidade 
e as características organolépticas dos alimentos, além de permitir 
o aprimoramento dos agroprodutos brasileiros, tornando-os ainda 
mais competitivos no mercado internacional. Um trabalho voltado ao 
desenvolvimento de software para SIA foi proposto por Neira et al.,28 
em 2000, para a determinação de Fe em amostras de vinho branco. 
Outras matrizes e analitos considerados por outros autores foram: 
silagem (nitrogênio em formas diversas),24 digeridos de arroz, soja, 
café, citrinos, laranja e palmeiras (nitrogênio total),29 cana-de-açúcar 
e milho (açúcares),37 amostras de plantas, soro sanguíneo e fígado 
de boi (sulfato),33 farináceos e grãos (ácido fítico)40 e promotores de 
crescimento para agricultura (ácido giberélico).52 O trabalho de Grassi 
et al.53 visou a determinação de zinco e fosfato em extratos de solo, 
sendo estes analitos também de interesse agrícola; neste estudo, o 
sistema procedia à determinação de zinco somente se os resultados 
obtidos na determinação de fosfato ultrapassassem um certo valor 
limite (5,0 mg L−1 P). Atrazina,54,56,73 paraquat,62 picloram,64 metil-
paration,65 e triazinas (simazina, atrazina e propazina)73 foram os 
defensivos agrícolas estudados: a alta persistência destes compostos 
no meio ambiente, associados à toxicidade e fácil capacidade de 
percolação para lençóis freáticos os tornam importantes analitos 
para controle de culturas, servindo não apenas como parâmetros para 
o monitoramento ambiental mas também para o emprego racional 
destes compostos na lavoura.
Alguns trabalhos relacionados com a temática “água”, na ver-
dade, destinaram-se a estudos físico-químicos ou para melhorias em 
processos analíticos ou industriais. Uma comparação entre diferentes 
formas de amostragens (binária, sanduíche e monossegmentada) 
foi realizada para a determinação espectrofotométrica de Fe(II).17 
A determinação de carbaryl em água21 visou a comparação entre 
sistemas de multicomutação, amostragem binária78 e SIA, através 
de figuras de mérito como limite de detecção, frequência de amos-
tragem e consumo de reagentes. O uso de preparações aquosas foi 
empregado por Silva et al.43 para a determinação de S2- em fluxo 
monossegmentado; posteriormente, Silva e Masini49 propuseram e 
aplicaram uma cela de difusão gasosa para a determinação deste mes-
mo analito. Aproveitando-se da frequência de amostragem superior 
dos métodos em fluxo frente a trabalhos em batelada, Abate et al.59 
realizaram estudos de monitoramento da adsorção de ácido fúlvico 
em vermiculita modificada. O trabalho proposto por Masini8 é um 
experimento didático para a demonstração de parâmetros importantes 
no desenvolvimento de novos procedimentos analíticos em SIA, em 
particular, a sobreposição das zonas de amostra e reagentes.
Os artigos relacionados com amostras de águas (ou extratos de 
sedimentos) abordaram cátions de metais alcalinos terrosos (cálcio 
e magnésio),16 ferro,34 manganês,44 além de metais pesados, tais 
como cobre23,51 e mercúrio.45,51 Um dos trabalhos26 demonstrou a 
determinação simultânea de Cu2+, Pb2+, Cd2+ e Zn2+ em extratos de 
sedimentos de rios. Os ânions estudados foram fosfato e silicato,27 
sulfeto,31 nitrato,34,47 nitrito34 e cloreto.47
Considerando-se o campo de aplicação industrial, podem-se 
ressaltar os trabalhos relacionados ao controle de etanol55,57,66 com-
bustível. Com o surgimento recente da frota de veículos automotores 
bicombustíveis, novos processos analíticos certamente se farão neces-
sários nesta área em franca expansão. Há ainda trabalhos visando a 
determinação de etanol em bebidas alcoólicas e em bioprocessos.63,66 
Considerando-se metais na área industrial, foram realizados trabalhos 
envolvendo a determinação dos mesmos em banhos de eletrodepo-
sição (Cr6+, Ni2+)20,46 e aço (Cr6+)32 ou latão (Cu2+, Zn2+, Pb2+).48 Um 
destes trabalhos46 é um dos poucos (dentre os apontados na Tabela 
2) a tratar da determinação de mais de uma característica da amostra 
por mais de um sistema de detecção distinto (potenciometria para pH 
e Cl- e espectrofotometria para Ni2+). Considerando a determinação 
de Ni2+ em aço, Vieira et al.58 propuseram um sistema em fluxo capaz 
de operar em quatro “modalidades” distintas, a saber: FIA-MSFA 
(análise em fluxo monossegmentado), FIA-MBS (multicomutação 
e amostragem binária), FIA-SS (amostragem sanduíche79) e SIA, 
permitindo assim a comparação de cada um destes sistemas através 
de suas figuras de mérito. 
Os pesquisadores brasileiros também têm se dedicado a estudar 
os efluentes da indústria, notoriamente os gerados na produção de 
tintas, visando a determinação de metais pesados61 ou buscando al-
ternativas para o tratamento da carga orgânica através de processos 
oxidativos avançados (POA’s), principalmente pela reação de Fenton72 
e foto-Fenton.75,77
No campo da indústria farmacêutica, há trabalhos focados na 
determinação de vitamina B6,35 Fe2+,36,41 Cl-,50 metoprolol, acebutolol e 
propranolol,67 além de midazolam e diazepam.71 Um destes trabalhos50 
Figura 2. Países com maiores números de publicações em SIA no mundo
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Tabela 2.  Continuação
Analito Matriz Frequência de  
amostragem (h-1)
Faixa linear de  
trabalho
Limite de Detecção Detecção Ref.
Simazina, atrazina e propazina Água natural 27 0,050 – 0,50 10 µg L-1 Espectrofotometria 73
Sn Sucos de frutas (enlatados) 70 1 – 10 mg L-1 0,38 mg L-1 Fluorimetria 74
Sal de ftalocianina de cobre Água - - - Espectrofotometria 75
As3+, As5+, ácido monometilarsô -
nico e ácido dimetilarsínico
Camarão e urina liofilizada - - - ICP-SFMS 76
Sal de ftalocianina de cobre Água - - - Espectrofotometria 77
é o único a empregar dois meios de detecção (espectrofotometria 
e potenciometria) para a determinação de um único analito; esta 
abordagem, segundo os autores, permite uma estimativa com maior 
exatidão da concentração do analito na amostra.
Há, finalmente, os trabalhos que não se enquadram nas classes 
anteriores. Três artigos tratam do monitoramento de meios de cultura 
de algas marinhas ou de fermentação através da determinação de 
fosfato,14,38 nitrato e nitrito38 e aminoácidos. 69 Um único trabalho tem 
foco em análise forense, visando a determinação do teor de cocaína 
em amostras apreendidas pela polícia, o que permite traçar possíveis 
rotas de tráfico.70 Dois artigos tratam da determinação de espécies 
em urina: o primeiro39 descreve a quantificação de Pd e o segundo, 
de compostos de arsênio76 (é também o único a empregar o sistema 
de ICP-MS para a confirmação das espécies estudadas).
Para leitores interessados em se aprofundar no tema são indicados 
alguns artigos de revisão geral ou envolvendo aspectos específicos 
sobre SIA,5,80-95 além de trabalhos como o de Zagatto et al.96 no qual 
se apresenta uma revisão sobre câmaras de mistura, ou ainda os de 
Arruda e Collins97 e Zagatto et al.98 que descrevem informações 
essenciais para a caracterização de um sistema analítico em fluxo.
CONCLUSÕES
Este artigo de revisão buscou mostrar o desenvolvimento da 
análise por injeção sequencial e suas variações dentro da área de 
métodos de análise em fluxo, bem como suas aplicações. Destaque 
especial foi dado a trabalhos desenvolvidos no Brasil. Espera-se 
com isso contribuir para a popularização desta técnica de análise 
em fluxo, chamando a atenção para sua potencialidade de aplica-
ção em monitoramento, otimização e controle de processos. Esses 
campos de aplicação deram origem à técnica de SIA, mas a maior 
parte das publicações até o momento descreve análises seriais em 
bancada de laboratório, condições nas quais não existem vantagens 
significativas desta técnica sobre outras modalidades de análise em 
fluxo, especialmente devido a sua menor frequência de amostragem. 
Existe, portanto, um vasto campo de pesquisa a ser explorado em 
desenvolvimentos tecnológicos nos quais as potencialidades da 
análise por injeção sequecinal poderiam ser melhor aproveitadas, 
exercendo um importante papel na automação do monitoramento e 
do controle de processos.
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